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　万難肉腫の腫瘍形成過程において，多量に粘液
物質が産生されることについては，多くの研究者
達によって認められているが，圏これは本腫瘍に特
徴的であり，殊に腫瘍発育の旺盛な場合にはかな
り早期から透明な小結節性物質として現われ，腫
瘍の増大とともに急速に増量して腫瘍細胞の間隙
を埋める像が認められる。
　この結液物質の本態については，virus一宿主細
胞聞の代謝の，一次的相関において生ずるものか，
また轍単に．腫瘍細胞の二次的変性の結果生ずるも
のか，未：だ明かにされていない。さらにvirus一宿
主細胞の相関の直接的結果として産生されたとし
ても，その生成機構及び，生物学的意義は未だ明
かにされてはいない。本篇において，著者はこれ
等の疑義の解明を企図し，その端緒を得るために．
粘液物質の組織化学的並びに．生化学的特性につい
て検索するとともに，電子顕微鏡学的に．粘液物質
の構造について追求した。
　　　　　　L　実験材料並びに方法
1）実駿材料
　実験麸料は，主として健常二二の皮下組織及び完成した
腫瘍組織であり，腫瘍は第1篇にのべたと同様の条件即ち
幼若家部及び千葉系家難肉腫virUSの組合わせを使用した。
2）実戦方法
　A．組織化学的方法
　組織の固定はCarney氏液のほか，塩基性酷酸鉛，冷ア
ルコールを用い，常法によりパラフィン切片となし，染色
法は以下の方法によった。
i）塩基性色素によるMetachromasia反応
　塩基性色素にはToluidine　blue，　Pyronin等を使用し
た。Toluidine　blueは，　Mcllvaine緩衝液（pH　6．4～7．0＞
に終濃度0．05％に溶解せしめ，室温で5～10分間染色した
後，1％黄血塩と5％モリブデン酸アンモン等分液に浸し，
純アルコール分別後キシm　一一ル透徹を行った。結果は陽性
部は赤紫色のMetachromasia反応を呈し，陰性部は青色
のOrthochromasia反応を呈した。またBrachetl）の方法
によるMethylgreen　Pyrollin染色では，　Metaehromasia
陽性部はPyroninのMetachromasia反応としてオレン
ジ色を呈した。
ii）Hyaluron酸のための大野氏法9）
　それぞれpH　2．5，4．1，7．0のMcllvaine緩衝液に終濃
度O．05％になるようにToluidine　blueを溶解し，　i）に準
じて染色した。この場合，大野氏によればHyaluron酸に
よるMetachromasia反応はpH　2．5附近において認めら
れず，pH　2．5においてなお陽性を示す場合は多糖類の硫酸
エステルの存在が考えられるといわれる。
iii｝多糖類硫酸エステルのためのLison氏法3）
1）　Braehet，　」．：　C．　R．　Soe．　Biol．　133　88（1940）．
2）大野。他二医学と生物学19，326（1951＞，
3）　Glick，　D．　：　Teehniques　of　Histo一　＆　Cytochemistry
　（1949）．
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Toluidine　blueをそれぞれ1％アルコ・…IL及び30％ア
ルコールに終濃度0．1％になるように溶解し，染色した。
陽性部はおのおの赤紫色のMetachromasia反応を呈す
る。
iv）Hotchkiss－McManus氏過ヨード酸一Schiff法4）
過ヨード酸酸化後生じたAldehyde基により無色亜硫酸
フクシンを発色せしめる。陽性部はフクシン色を呈し，1・2
－Glycol基を有する多糖類は陽性となる。なお多糖類中，
糖原の同定には唾液による消化試験を行った。
v）Hale氏法5）
　透析したコロイド性水酸化鉄に2M酷酸を混じたもので
切片を処理し，0．02M四月塩に0．14M塩酸を加えたもの
で発色せしめた。結果は酸性多糖類の部分に陽性で青色を
呈した。
vi）’酸性多糖類のためのRinehart氏法6）・7）
　原法に若干の変法を加え，コロイド鉄処理後過ll　一ド隅
一Schiff‘反応を行った。結果は酸性多糖類の大部分は青色
のHale氏反応陽性部として認められ，他の多糖類部分は
フクシン色のPAS陽性部として区別された。・
vii）Hempelmann氏Chondroitin硫酸塩及びMucoitin
　　硫酸塩鑑別法8）　　　　　・
　Toluidine　blueの41万倍及び128万倍稀釈液を作り，
これでMetachromasia反応を行った。結果はHempel－
mannによると，128万倍稀釈液ではChondroi七in硫酸の
み，41：万倍稀釈液ではChondroitin硫酸，　Mucoitin硫酸
ともにMetachromasiaを呈して赤紫色に染色されるとい
われる。
viii）Diazotized　Benzjdine法9）
　蛋白質中幸にHistidine，　Tyrosine基の存在する場合に
陽性となるが，Diazo化Benzidineのみを用いたもので
は，陽性部は黄色，Azo成分としてR酸を用いたもので
は鮮赤色となり，蛋白酸量に比例して染色される。
ix）Hyaluron酸のためのHyaluronidase消化試験！o）
　中性の燐酸緩衝液にHyaluronidaseを種々の濃度に溶
解し，37℃で24～72時聞切片を処理し，その後塩基性色
素によるMetach叩masia反応その他を行った。
x）糖蛋白質のためのPepsin消化法1。》
　ペプシンをN／200塩酸に種々の濃度に溶解し，室温で数
分，必要に応じて37。C2時聞作用せしめ多糖類及び蛋白の
染色を行った。
xi）Trypsin消化法
O． 2％NaO且に種々の濃度にTrypsinを溶解し，37℃
2時間処置し，Pepsi11処理と同様に多糖類旋．び蛋白質の
染色を行った。
　B。電子顯微鏡学的方法
．i）正常家難皮下組織の資料製法
　皮下組織を迅速に分離し，脂肪を除去した後，宜ちに凍
結せしめて薄層に切り，約2倍量の蒸溜水に浮游毫：しめて
waring　blenderで細工する。乱雑しているi蛋白性部分を
除去するために，0．1％トリプシンで一昼夜消化させた後，
1，000回転5分聞遠心沈澱し，その上清を適宜に稀．釈’し’て
メッシュの上で乾燥せしめ，充分乾燥した後ehrom　・sha－
dowingを行って観察，撮影した。
ii）腫瘍組織の資料製法
　腫瘍を種々の性状の部分に分けて，その各部について正
常組織において行ったのと同じ方法を用いて検索した。
iii）膠原線維再製資料製法
　正常家督皮下組織及び種々なる部分に分けた腫瘍組織に
ついて，終濃度0．01％に酪酸を加え，waring」blenderで
微細にし，ODCにて一昼夜放置する。衣に3，000回転30分
野遠心沈澱し，その上清についてさらに13，000画転30分
間遠心沈澱，その上清の一部を資料とする。こ．れについて
線維の残存しないことを確めた後，0。01％酷酸で10～ユ00
倍に稀釈し，0．5～10％NaCl或いはMcllvaineの緩衝液
（pH　4．8，5．8，6．8，78）・を適宜に加え覧．蹴分閲以土放置した
後に生じた微細浮游物を遠心沈澱し，その沈渣を数回蒸溜
水で洗った後その浮游液の一滴をメッシュにとって資料と
した。なお組織の酷酸処理によって得られた上清の濾液に
ついて，線維形成を見るためにザ・イツ濾過器を用いて濾過
し，その濾液についても再製実験を試みた。また↑リプシ
ン，ペプシン，ピアルロニダーゼの消化試験，形成された
線維についての反覆合成も行った。
　C．生化学的方法
i）粘液物質よりの膠原分離
　正常組織及び腫瘍部のいわゆる膠原の含有量を知るため
に，Table　1の如き方法を用いて，これを分劃した。即ち
資料に一定量の蒸溜水を加え，数回液を交換して5時間放
置し，4，000回転30分遠心沈澱後，沈Mに。．1％／NaOHを
加え，トルオールを重層して0℃4日間放置する。
　この聞液をしばしば交換し，その遠心沈渣1ひnJプ．シン
をO．25％NaOH溶液に，0．2％に溶解したものを加え，3日
聞放置し，遠心沈踏を良く洗い，透析後アルゴ・一．7U，・Z・一
4）　〒1層目ll：　系田月包イヒ学　177（1953）．
5）　Hale：　Nature　15Z　so2（1946）．
6）　Rinehart，　J．　F．：　Arch．　Path．　52，　189　（1951）．
7）　Rinehart，　et　aL：　Arch．　Path．　51，　12（1951）・
8）　Hempelrnann：　Anat．　Ree．　78，　197　（1940）．
9）　Danielli，　」．　F．　：　Cold　Spring　Harb．　Symp．　Quant．
　　Biol．　14，　32　（1950）．
10）　Areadi，　」．　A．：　Anat．　Rec．　112，　593　（1952）．
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Tq．ble　lr　lsolation　PToced2ere　of　Collagen　．
　　　　　Ma　Tlal幽
　　　　　　　Water　extraction　CO℃，　6　hours）
　　　　Centrifpgation
Supernatant
Water　extgactable　fraction
Sedirnent
　　O．05一一〇．1％　’NaOH　extraction
　　｛OC　4　days．　under　addition
　－of　teluepe）　．
Superpatant
Alkaline　extraetable　fraction
Sediment
　　O・2％．　trypsin　digestion　in
　　alkali　（38aC　3　daysi
　Supernatant　l　I　Sedimant
　Trypsin　’digestible　fraction　1　rp：alysi．s　・a’g．　ainst　di．st．　illed　watet
　　　　　　　　　　　　　　　Aleohol－ether　washing　　　　　　　　　　　　　　　Ether　Washing
　　　　　　　　　　　　　　　Drying　in　vacuo
　　　　．v　一，　’　l　crtide　conagen
テルを経て乾燥せしめた。かくして得られたものをいわゆ
る粗膠原とした。
ii）粘液物質よりの酸性多糠類の分離
　抽出はWeimer等11）tl　L7）の方法に準じて行った。即ち，
Table　2に示す如く，　waring　blenderで10倍乳剤とした
ものを実験材繕とし，これを1容の1M酷酸ソーダーを加
え，さらに9容の蒸溜水を加える。これを良く振場混和し
た後，．倉．73Mになるように硫酸アンモンを加え，これを
4℃，’16時間，しばしば麗即しつつ放置し，濾液をとり，
1N愚筆でpH　3．7とし，再び16時間放置する。この濾液
に硫酸ブジモンを飽和せしめて4℃3日閥放置すると，
Table　2．　lsolat’ion　Procedure
　　　　of　Mueoproten
　　Material
α1j增C、帽誓轟1灘。搬，and　O“・・lume
Then，　ammonium　sulfate　was　added　to　a　fin“’
　concentration　of　2．73　M．
Filtrate Residue
pH　was　adjusted　to　4・9　with　IN　HCI
Filtrate Residue
pH　was　adjusted　to　3．7　witb　IN　HC！
Filtrat’ Residue　，
Saturated　with　ammonTum　sulfate　at　4℃
　　　f
Filtraic’c　’ Mucoprotein
Mucoproteinの沈澱が得られる。これを蒸溜水に対して
充分透析した後乾燥させる。
iii）GIUCOSamineの定：量
　Glucosamineの定量法は古くはElson＆Morgani3）に
始まり，最近においてはSchlossi4）の変法，その他の改良
法があるが，著者は’Dische及びBorenfreundi5’）の微量
定量法に準じて行った。この方法はHexo甑mineが亜硝
酸によって2．5－Hexose　anhydrideを形成した場合，塩酸
酸性下でIndoleと特異的な呈色反応を呈することを利用
したものである。
　実際には試料の酸加水分解物に5％亜硝酸ソ｛ダー及び
33％胃酸を加えて亜硝酸を作用せしめ，10分後12．5％の
スルファミン酸アンモンを加えて過剰の亜硝酸を除外し，
さらに30分後5％塩酸，及び1％　lndo1－alcoho1溶液を加
えて5分聞water　bathで煮沸，発色せしめ，512　mμの波
長で比色定量する。
iv）硫酸基の定量
　a）無機硫酸の定量1定量は中和maNtf；）に従った。即ち，
Benzidine－HCIの過剰量を加え，　SO4をBenzidine－H2SO4
として沈澱せしめこの沈澱を熱湯申に浮游せしめてPhe－
nolphthaleinを指示薬と・してN／10　NaOHで滴定した。
　b）総硫酸の定量＝資料に稀塩酸を加え，砂浴上で沸騰
・せしめた後，流水下で冷却し，Benzidine一耳Clを加えた後，
無機硫酸の場合と同様にして滴定した。
　c）Ether硫酸の定量：総硫酸及び無機硫酸値の差を
もつてEther硫酸値とした。
　D．ペーパークロマトグラフィーによる腫瘍粘液物質の
　　　アミノ酸及び軍糖構成の楡索
　正：常家難皮下結合織並びに，腫瘍粘液物質の，蛋白部分の
アミノ酸構成については，資料を終濃度6NHCIで100℃
20時間加永分解し，中和後濃縮し，乾燥量または総目素量
を基準として稀釈し，必要に応じて活性炭処理によりアミ
ン物質等の除去を行った。
展開は二次元上昇法を用い，展開剤はブタ・一ルー一酷
酸．（n－C4HE，OH；CH3COOH：H20＝9二1：7v／v及び4：1：
5V／V）及びフェノール（C，HfiOH　：　H，O　＝＝　4：1v／v）を使’
用した。発色剤としては，Proline及びOxyprolineのた
めにはlsacini7）を用い，他のアミノ酸のためにはNin－
hydrineを用いたが，特にIsacinの噴霧乾燥後，さらに
Ninhydrineを噴霧して加熱発色せしめ，良い成績を得た。
11）Wihz16r，　R．　J．　e七al．二J．　Clin．　Invest．27，609（1948）．
12）　Weimer，　H．　E．　et　al．：　J．　Biol．　Chem．　185，　561
　　（1950）．
13）　Elson　＆　Morgan：　Biochem．　J．　27，　1824（1933）・
14）　Sehloss：　Anal．　Chem．　23，　1321（1951）．
15）　Dische　＆　Borenfreund：　J．　Biol．　Chem．　184，　517
　　（19 0）．
16）藤井：生化学実験法（定量篇）168（1949）．
17）大須賀：化学の領域8，45（1954）．
18）　藤田。｛也；　折聾　45，116（19541．・
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この場合，Proline及びOxyprolineは青色，他のアミノ
酸は赤紫色を呈する。
　また単糖構成検索のためには，1NH2SO4で6時間加水
分解後中和し，展開はアミノ酸の場合に準じ，二色には
Aniline　hydrogen　phthalateを使用した。
II．実験成績
1）腫瘍基質の組織化学的特徴
腫瘍の粘液物質部分についての組織化学的特徴はTable
3のとおりである。
Table　3．　The　Histochemical　liTeatures　of　the
　　Mucinous　Su6stances　in　the　Tumor
Treatments　and　Stainings
Metaehromasia　with　Pyronirt
Metachromasia　with　To1uidine　Blue
　pH　5．6N7．0　［O．05％）
　pH　4．1　（　v　”）
　pH　25　　い・”｝
　pH　L9　C　”　”）
　’pH　6．8　｛41　fold　diluted）
　”　”　（128　feld　diluted）
Metachromasia　with　Toluidine　Blue　（pH　6，8，　O．05％）
　After　6　hrs．　Extraction　with　Alkali　at　pH　11
　After　6　hrs　Digestion　with　Pepsin
　　，，　，，　with　Trypsin
　　i］　，r　with　Hyaluronidase
Hale’s　Staining
？eriodic　Acid－Schirr　Reaction　［P．A．S．）
P．AS，　after　Hale’s　Staining’
　After　6　hrs．　Extraction　with　Allcali，　nt　pti　11．
　Aftev　6　hrs．　Digestion　with　？epsin
　　”　”　with　Trypsin
　　”　　　　　　”　　with且yaluronidase
Van　Gieson　Staining　atter　Hale’s　Staining
Lison”s　Staining
Staining　with　Diazotized　Benzidin
St“in－inng．！vith　Piaz．o．tized．Bepsidir！，　Cornpleted　with
　R－Salt　as　Azo：Cornponent　．
Stainlng　df　Argy，rpphilic　Fibres
Grade　of　Staining
惜
??????? 〜〜? ???
?
?
P3rtial！y＋＋
　
Blue　H．Rcrユ†＋
　　ロビト 　ドむけ
Blti・括．Red・t
Blue＋み　Red＋÷
Blue十　Red什
’P rt ally　Blue　什
　世・　　Yellow＋
　・・　　Red＋
帯んを＋
十～十十
十附廿
十～特
　腫瘍の初期における変化は仲展標本，塗抹標本，及び切
片標本について検索したが，腫瘍細胞が認められ始める頃，
即ち，virus接種後4～5日においては，細胞問にわっかに
Metachromasia陽性の物質が存在するのみで，腫瘍細胞
内には認め難い。また腫瘍細胞原形質突起部にはアミラー
ゼで消化し得るPAS陽性部が認められた。
　腫瘍の発育増大とともに，踵瘍細胞間ではMetachro－
masia及びHale氏染色陽性物質が家第に増加し，これは
初期において限局性に腫瘍細胞周辺部に散在的に認められ
たが，後には次第に融合し，爾漫性な増量を示して無構造
な粘液物質となるのが観察された。また腫瘍細胞はvirUS
接種後14日頃では種々の変性像を示し，胞体は膨大イヒし
て境界が弐第に不鮮明となり，板仁も小さく，そのPyro・
nin嗜好性も原形質におけると同様に低下した。．さらにこ
の時期では腫瘍細胞原形質にHale氏染色，及びMetach－
romas捻陽性物質が滴状に認められることもある。
　粘液物質の多い部分では，この物質はHale　JR染色及び
Metachromasia陽性の無定形な部分≧して観察され，蛋
白反応は，弱陽性を示した。またToluidine　blueによる
Metaehromasiaにおいては，染色時のpHを騒然に低下
させると，それに平行して陽性部分の範囲が縮小し，陽性
度の低干が認められた。即ち，pH　2．5ではなお陽性部が認
’められたが，それ以下のpHにおいては陽性部はほと虚ど
認められなくなった。
　諸種の酵素による消化試験の効果を見るに，Hyaluroni－
dase消化では，消化時間と共にHale氏染色及びMetaeh－
romasia陽性度が弐第に，しかもかなり著明に減ずるが，
6時間以上消化させてもなお陽性部が残存し．特にPAS
陽性度は線維様構造を有する部分に多く残るが，必ずしも
一定の蝿叩を得ることは出来なかった。またPepsin及び
Trypsin消化では，該染色及び反応は軽度に減弱するにす
ぎなかった。
　．またHempelmann氏法では，41万倍稀釈で，　Metach－
romasia陽性の部分が小範囲及び弱陽性に認められたが，
128万倍では著明に陽性度が滅遇するのみならず，多くの
場合はほとんど陰性となった。
　なお線維様構造を示す部分は，Hale－PAS法7“は赤色で
PAS陽性となり，Halg－Van　Gieson染色では赤色，　Tolui－
ding　bluθでは青色のOrthochromasiaを呈し，蛋白反応
、は強陽性であった。これに反して無定形の粘液部分では，
前二考はともに青色でHale陽性，　Toluidine　blueでに赤
紫色を呈しMetachromasia反応陽性，蛋白反応は弱い。　tt
しかもこれ等反応陽性度を異にした二種の部分の間には種
々なる程度に重なり，またに移行像を認めた。
2／腫瘍組織の電子顯微鏡学的特徴
　幽翠の正常皮下結合織の膠原線維は，いわゆる膠原線維
として他の動物に見られると同様な電子顕微鏡像を示すこ
とが認められた。即ちFig。1に示すように特有な周期的構
1灘
　　麟・
Fig．　1．　Normal　subcutaneous　connective
　　　　　　fibres．　（×32，200）
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造が，線維の走行に直角に認められる明暗帯として現われ
る。この周期は線維自体の太さには関係なく440～500A
を示し，その境界は鮮明である。線維には多数の分枝が認
められ，網状の微細糸状線維に分岐している像も認められ
た。
　なお且yaluronidaseの処置を行った例においては，無
処置例に比較してむしろ線維の境界が鮮明となり，その周
期は一層明瞭であった。
　以上に述べた線維を稀酷酸処置により，その最小の単位
と考えられるmicrofibrilに分散せしめた後，線維を再製
することが出来るが，．その際に終濃度0．2～0．3％のNaCl
によって塩析すると，最も良く線維を形成することが出来
る。
　また緩衝液を使用して線維を再製するには，pH　6．8附近
の緩衝液を使用した場合に最も多量の線維形成が認められ
た。
　線維形成量は，最初の約30分聞においては，時聞の経過
とともに増量し，何れの方法においても再製させた線維は
明かに正常皮下結合織における膠原線維と同様のstriae
を示し，明暗：二障の周期が区別された。この周期は400～
500Aで正常のものと同様でありlong　spaceのものは見
出されなかった。ただ正常の膠原線維に比較してその尖端
がタクト状を示すもの，また微細に分岐して終るものなど
が多く認められ，これ等の聞には陰影状の繊細な単位に分
散した線維が槻察された。
Fig・2．　Reproduefive　fire　（Citrate
　　　buffer）．　（×32，200）
　以上再製された線維は再び溶解分散の後，さらに再製を
繰り返しても，ほぼ同量のしかも同様な性格をもつた線維
が得られた。
　腫瘍部における電子顕微鏡像は正常皮下結合織のそれと
は異なり，また腫瘍の部分によって種々の差異のある像が
得られた。
　肉眼的に全く粘液性部分と認められる部位では，透過度
の高い無構造の雲騎状物質で，各集合塊の輪郭のみ認めら
れた他，時にはその配列が線維を髪髭させる陰影状を呈す
るものもあったが，周期は全く認められず，境界は不鮮明
で，且つ繊細なものが得られた。
Fig．　3．　Mucinous　substanee．
　　　　（　×　18，000）
　かなり硬度の高い腫瘍部位の電子顕微鏡像では，線維状
の構造物が認められたが，その周期は配列が不規則であっ
て周期間隔は一定していないのみならず，中には周期は欠
如しており，さらに線維自体の境界も不鮮明なものが多い。
比較的周期が明かなものであっても，ところにより，透過
度の高い無構造物質に移行し，また場所によっては線維間
のくびれ，或は融出走を呈する部分が観察された。また表
面を無定形な物質が外套状につつみ，線維が不鮮明な部位
や周期の不明瞭な，しかも線維様物質の集塊ないしは無秩
序な散在性配列を示す塚が認められた。
?
　　薫醐
　　霧．
撒
???
Fig．　4．　Fibres　in　chieken　sarcoma・
　これらの材料について正常結合織について行ったと同様
な再製実験を行ったが，正常の線維が少量得られる場合も
あった。
　その他，いわゆる膠原の化学的分離過程で得られたもの
について線維の再製を試みたが，粗膠原では正常の周期的
構造を有する線維を再製し得たが，他の劃分では，かかる
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ものは全く得られなかった。　　　　　　　　　　’
　なお正常皮下結前頭，腫瘍各部の酷酸分散液は，ザイツ
濾過器で濾過させると，その濾液よりする軸椎再製は不能
となり曲輪液部分では全く購造な透過度の極めて高
い構造物が時に得られるに過ぎなかった。
　なお材料の塩化カルシウム，水酸化カルシウムその他に
よる抽出物については，その再製はなし得なかった。
3）腫瘍の生化学的特徴
正常珍貨皮下結合織及び腫瘍における化単的組成の差異
の若干についてはTable　4に示した如くであるが，煙瘍殊
にその粘液性部位においては正常皮下結合職と比較して，
窒素量は33％，いわゆる膠原の量は0．03％にしか過ぎな
かった。
　腫瘍部では水分含有料はやや高く，水及びアルカリで抽
出し得る部分が多い。
　また正常結合織腫瘍部，及びその粘液部について硫酸
基，ヘキソサミンを定量して見ると，それぞれ正常の2～3
倍の量を示している。同じ腫瘍では粘液部の方が硫酸基，
ヘキソサミンともに若干多い。その他脂質は腫瘍部では正
常の約2倍に達するが，その大部分は腫瘍細胞の脂肪変性
Table　4．　ContentsげSome　Chemicαl　COnstitutions（ゾ漉θNormαl
　　　　Subcutaneous　CDnnectdve　Tdssues　and　the　Mucinoens
　　　　　　　Szebstances　of　the　T2emoT　（g％　dry　weight）
　Normal　tissue
　　　Tumor
Mueinous　substanee
To七al　sulpha七e
O．54
1．10
1．14
Inorganie
sulphate
O．09
0．17
0．21
Ether－sulphate
O．45
0．94
0．93
Hexosamine
2．03
5．08
6．84
　Normal　tissue
Mueinous　substance
Water
85．9
91．5
Dry
weight
14．1
8．5
Total－N
12．0
4．0
轟細癬
10．4
26．5
???
NaOH
ex七rac－
　tion
22．4
38．4
Trypsin
digestion
25．4
24．7
Collagen
37．5
1．1
に由来すると考えられる。
　次にペーパーク・マトグラフによって，正常皮下結合織
及び腫瘍の粘液部分の酸加水分解物について，その蛋白部
分のアミノ酸構成及び糖部分の単糖構成について検索した
が，蛋白部分については構成アミノ酸の種類には両者聞の
差異は認め難かったが，その量的な差異は，明瞭に認めら
れた。蛋白部分のアミノ酸構成は，Glycine，　Arginine，
Lysine，　Histidine，　1　roline，　Oxyproline，　Phenylalanine，
Leueine，　lso1eucine，　Valine，　Methionine，　Tyrosine，
Alanine，　Threonine，　Serine，　Glutamic　aeid，　Cystine，
Aspartic　acidで正常組織と腫瘍粘液部の差異の著明な点
としては，Proiine，　Oxyprolineが腫瘍粘液部に著明に少
なく，またArginine，　Lysine，　Histidine等で代表される
塩基性アミノ酸も粘液部において減少を示した。他のアミ
ノ酸では両者間の差異は判然とは認め得なかった。その他
Tyrosineはむしろ粘液部分により多く認められた。
　以上の量的差異の判定は実験方法が半定量的であるため
に，僅少な量的差異は判断し難い欠点があったことは勿論
である。
・ProJine，　Oxyprollneは，　Isacin反応で他のアミノ酸と
異って特異的な青色に発色するが，Oxyprolineは正常結
合織に比して腫瘍粘液部分では，極めて低い陽性度を示し
た。
　弐に穂部分を比較するに，アミノ酸の場合と同様に質的
差i異を認め難くGlucose，　Galactose，　Ribose，　Arabinose，
GIUCOSamineが認められ，これ等は腫瘍粘液部で正常より
多いことが認められた。
III．総括考按
　以上の実験成績において述べた如く，著者は家難肉踵形
成過程において多量に出現する粘液物質の性状について検
索したが，これ等の成緩は正常の線維細胞が腫瘍の性格を
得て増殖する際に，如何なる機講で粘液物質を産生するか，
また膠原線維の主要なる構成分である。いわゆる膠原及び
基質と粘液物質との聞に如何なる関係が存：在するかという
疑問に対して一つの端繕を与える。
　既に第1篇において述べた如く，著者の実験例では，
virus接種後3～5日　E．より腫瘍li生増殖の極めて初期の組
織像を呈し，8日以降においては腫瘍紬胞の著明な増殖が
認められ，同時に腫瘍細胞聞に多量の粘液性物質の産生が
認められた。
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　形態学的には，これ等の粘液性物質は，始め細胞聞に無
矩形に無く少量認められるに過ぎないが，腫瘍の増殖とと
もに急速に増加して14日目頃では，液化の傾向を示す部分
が認められてくる。結論的にいえば，この物質は，本質的
には酸性多糖類及びこれと塩基性蛋白との複合体であり，
膠原線維との間には多くの中闘的段階が認められ，線維増
殖の過程が粘液産生の方向に変じて生じたものと考えられ
る。
　先づ組織化轡的所見について述べると，本粘液物質は既
に縁下た如く，塩基性色素による特徴あるM：eむachromasia
及びHyaluronidase，　Trypsin，　Pepsin等の酵素による消
化性，Hale氏染色，　PAS染色等の所見から酸性多糖類を
含み，しかもこれはHyaluron酸及び硫酸基を有する多糖
類とよりなり，影青はHemPelmann氏染色法によれば，
Mucoitin硫酸の成｛i』に一致する。またPAS，　Hale－PAS
Hale－Van　Gieson染色所見からすれば，無定形粘液部と線
維性i構造部の問には多数の重なり合いないしは移行と目す
べき像が認められ，粘液部はPAS，　Hale陽性，線維部は
PAS陽性，かつHale－Van　GiesonでGieson　redを示す。
さらV＝　Diazo化Benzidine法，及びDiazo化Benzidine
処置後，Azo成分をcoupleせしめた場合，　Ninhydrin－
Schiff法師により線維部，粘液部ともに蛋白反応陽性であ
り，粘液部は線維部に比較して若干弱い。以上のことは，
線維都では酸性多糖類は充分蛋白によって飽和され，且つ
その構造の中に包埋されているのに反して，粘液部では酸
性多糖類の過剰，蛋白の比較的減少の他に，恐らくは酸性
多塩類の反応を示す糖蛋白体があると考えられ，遊離の多．
蛭類とともに酸性多糖類反応陽性を示すものと思われる。
　なお著者の例では幾分液化した粘液部分においても同
様，著明な酸性多糖類反応が見られた。その群線維部及び
粘液部の境界においては，格子状線維が多く認められた。
　次に試験管内において本粘液物質の性状を正常皮一F結合
織と比較すると，粘液部では正常皮下結合織に比して総窒
素量は約1！3，水抽出及びアルカリ抽出部分はそれぞれ約
2倍で，いわゆる膠原と考えられるものは後者が37％を占
めるに反して前者では乾燥〕重量の1％前後を示すに過ぎな
い。今仮に，粘液物質と膠原が化激的に可成り密接な関係
にあるとすれば，粘液物質はより重合度の低下したものと
見ることが出来るわけである。また粘液部は正常結合織に
比して約2倍の総硫酸及び無機硫酸，3倍以上のHexosa－
mineを含むが，これは粘液物掌中の酸性多糖類が硫酸基
を有するものと有しないものを含むことを示し，組織化沙
羅所見を裏書きしている。また粘液物質の蛋白部分におけ
るアミノ酸構成の上からいえば，正常結含織とほとんど類
似の分布を示し，多種のアミノ酸が得られたが就中正常結
合織のそれと異なる点はProline及びQxyprolineが極め
て少ないこと，及びLysine，　Arginine，　Histidineで代表
させる塩基性アミノ酸が可成り少いことであって，これ等
アミノ酸よりなる粘液穂蛋白体の蛋白部分が膠原のそれと
かなり異ったものであることが示される。Proline及び
Oxyproline殊にOxyprolineの多量存在は，膠原の特長
であるとされているし，また，塩基性アミノ酸の減少は遊
離酸性多糖類の存在を思わしめる。勿論粘液部では，正常
結合織に比して多量の硫酸基及びHexosamineを有し，膠
原の蛋白部分にのみ粘液物質形成の原因を求めることが出
来ない は当然であって，酸性多糖類としての増加が重要
な役割を占めているが，一部は膠原ないしは基質における
蛋白部分の障碍も考えてよいと思われる。
　膠原線維は弱酸によって分散し，小さな単位になるが，
これ等はGlycine，　Proline，　Oxyproline塩基性アミノ酸
等の連鎖状の結果に酸性多類の配されたものであろうとい
うことは仮説であり，これ等Polypeptid　chainの線維状
結合が周期として電子顕微鏡学的に観察されるのである
が，著者の得た経験からすれば，腫瘍粘液部においては正
常膠原線維，周期の不規則な線維，周期を全く示さない線
維様構造物，全く無定形な構造物が認められるが，これ等
は膠原と粘液物質の間に密接な関係，さらに換言すれば，
それ等の距なり合い，もしくは移行が考えられる穿きであ
ると思われる。勿論その場合，始めから膠原線維形成への
方向が粘液形成へと折り曲げられる場合と，既に形成され
た膠原が二爽的に粘液物質へ変化する場合が考えられる
が，その他の所見から少なくとも腫瘍の変性期以前におい
て，即ち活濃な腫瘍細胞増殖と粘液形成が共別している場
合には，膠原になるべき’ものが一次的に粘液形成の方向へ
より曲げられ，腫瘍変性，粘液部液化の時期においては膠
原線維の二次的粘液化，．即ち重合度低下が加わることは否
定しえない。粘液形成が以上の二つの過程のどれによって，
腫瘍性増殖のどの時期にどの程度に行われるかはさらに詳
細な実験を必要とするが，少くとも腫瘍形成の初期に形成
される粘液はprogressiVeな過程によるものと考えられ
る。．
　また完全に無定形な粘液物質からの試験管内における膠
原線維形成は，著著の実験に関する限りでは不可能であり’，
膠原線維形成のためにはその最小の単位として一定の構成
分を有するPolyPeptid　ehainが要求されるものと考えら
れる。ただ著者の腫瘍粘液部において得られた電子顕微鏡
像では，あたかも粘液と膠原との移行を示すような像が得
られたが，これは同じPolypeptidの長いchai　n’の中に膠
原としての単位の他に異質酌部分，即ちその単位の構成物
質とは異なったpeptid　chainが形成されて，重合の中に
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おりこまれたか，或いは殊に腫瘍変性期における場含は既
に形成された膠原線維爾単位の一部に都島的変化g来した
ものも考慮に入れる必要があると計われる。
　最近膠原病その他の問題の解決の手段として，膠原線維
及び基質の問題が研究されるようになり，多数の組織化学
的及び生化野的方法が案出され，且つ応用されるようにな
った。それ等の主要な検索方法は，組織化学的方法，電子
顕微鏡的方法，X線回折的方法，生化学的方法であり，こ
の中組織化学的方法として塩基性色素によるメタクロマジ
ア，コ・イド鉄法，PAS及びこれ等の様々な併用並びに
変法であり，また生化牽的方法としてはCollagenの分離
定量，その化学的組成の研究が主体である。
　家難肉腫粘液物質に関するこれ等の検索法による成町は
極めて少数しか報告されておらず，多くは正常組織，アレ
ルギー性変化の基礎をなすと考えられるいわゆるフィブリ
ノ・イド膨化，膠原組織の発生等についてである。
　家難肉腫粘液物質に関しては，藤田等lS）によれば，その
成績は必ずしも著者のそれに一致しないが，化牽的分析の
資料・の相違がその最も亜：要な因子を占めているものと思わ
れる。
　以上総括並びに考按したごとく，家鶏肉腫においては特
徴的に多量に粘液物質が産生されるが，その主要な構成分
は蛋白部分が比較的少く，酸性多群類部分の比較的多い糖
蛋白体であり，生化学的分析値，組織化学酌及び電子顕微
鏡的所見に正常膠原線維との聞に連続的関係があるように
思われる。　　　　　　　　．
IV．結 論
　著者は避難肉腫形成時に多量に認められる粘液
物質と腫瘍細胞，さらに線維形成の3者間の相互
関係を追求して次の結論を得た。
　1）粘液物質は蛋白一酸性多糖類の複合体であ
り，その結合度は種々の条件によって変動する。
　2）粘液物質における蛋白部分の構成アミノ酸
は，Glycine，　Arginine，　Lysine，　Histidine，　Ploline，
Oxyproline，　Phenylalanine，　Leucine，　lsoleucine，
Valine，　Methionine，　Tyrosine，　Alanine，　Threo－
nine，　Serine，　Glutamic　acid，　Cystine，　Aspartic
acidで，特にProline，　Oxyproline，塩基性アミノ酸
は正常膠原組．織に比して少なく，また酸i生多糖体
部分の糖構成はGlucose，　Galactose，　Ribose，　Ara－
binoseでいずれも正常に比し増加しGlucosamine
硫酸基も著しい増量を示した。
　3）本腫瘍細胞の母細胞たる結合織細胞は本来
膠原線維を形成する能力を有しているが，その腫
瘍性性格の獲得とともに正常の機能を失なって粘
液物質の多量の産生をきたすものであるが，既成
膠原線維の二次的粘液変性も否定することができ
ない。
　4）本腫瘍に形成される粘液物質と膠原線維の
間には連続的関係がみとめられた。
　　　　　　　　　　　　　　　　　（E召禾03G．2．8受付〉
Summary
　　As　a　follow　up　study　on　the　tumor　development，　relations　between　the　production　of
mucinous　substances　and　of　collagen　fibers　in　the　chicken　sarcoma　were　studied　with　the
following　results．
　　　1）　Main　constituent　of　the　mucinous　substance　which　was　found　in　abundance　in
the　tumor　is　suggested　to　be　a　complex　of　basic　protein　and　acidic　mucopolysaccharides，
the　former　consisting　of　such　amino　acids　as　glycine，　arginine，　lysine，　histidine，　proline，
hydroxyproline，　phenylalanine，　leucine，　isoleucine，　valine，　methionine，　tyrosine，　threonine，
serine，　glutamic　acid，　cysteine　and　aspartic　acid　and　the　la’t’ter　consisting　mainly　of　hyalu－
ronic　acid　and　mucoitic　sulfate．
　　The　amount　of　proline　and　hydroxyproline　in　the　mucinous　substance　was　less　than
that　in　normal　subcutaneous　tissues，，　while　the　amount　of　glucosamine　and　sulfate　com－
pounds　was　greater　than　in　controls．
　　　2）Connective　tissue　cells，　which　are　considered　to　be　theエnother　cells　of　this　tumor
lose　normal　function　of　collagen　fiber　formation．　This　is　paralleled　with　the　formation
of　the　mucinous　substance．
　　On　the　other　hand，　the　possibility　that　the　mucinous　substance　formation　is　a　result　of
secondary　degeneration　of　collagen　fibers　in　the　subcutaneous　tissues　can　hardly　be　denied．
　　　3）　The　mucinous　subs’tance　．and　collagen　fibers　are　transformed　from　one　to　the
other，　suggesting　a　close　relation　between　them．　（Reeeived　Feb．　8，　19s5）
